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Poly I ∶C 与 R848 诱导大鼠脊髓细胞增殖的研究
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摘要 : 目的 　研究 Poly I∶C 与 R848 对脊髓细胞增殖的诱导效应。方法 　大鼠单次腹腔注射 (ip) Poly I ∶C 与
R848 ,增殖的细胞由 BrdU 跟踪标记。结果 　Poly I∶C 与 R848 可引起大鼠脊髓 BrdU + 细胞明显增加 ,于注射
后 2～3 d 达最高 ,随后快速降至正常水平 ,同时可见BrdU + / Nestin + 细胞存在 , 并伴小胶质细胞的活化 ,未见有
ED21 + / BrdU + 的细胞。地塞米松可抑制细胞增殖及小胶质细胞活化 ,而消炎痛无此作用。结论 　配体被 TL R
识别后可能参与脊髓内正常神经细胞的发生过程 ,提示炎性及再生修复过程的紧密相关 ,这对开发促进组织再
生修复的药物有一定价值。
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ABSTRACT : Objective 　Inflammation and regeneration are evolutionarily linked processes. Stem cells/ p rogenitor
cells contribute to local repair processes. The persistence of N PCs in the brain and spinal cord has raised hopes
for restoring CNS function lost through disease or injury. However , the mechanisms regulating N PC proliferation
and differentiation remain elusive. In an attempt to find stimulators of local stem/ progenitor cell proliferation ,
Here we report the effect s of peripheral administ ration of two stimulators of the innate immune system , Toll2like
receptor ( TL R ) ligands on the proliferation of spinal cord cells. Methods 　Rats were received single
int raperitoneal injection of agents. Proliferating cells were detected by using 52bromo22’2deoxyuridine (BrdU)
t racing. Results 　Both Poly I ∶C and R848 treated group s can temporarily increase the number of BrdU + cells in
the spinal cord. The density of BrdU + cells reached maximal levels on Days 223 , and then rapidly declined to
baseline levels. Furthermore , Nestin + and BrdU + double2labeled cells could be observed , suggestive of a
proliferation of local N PCs , while BrdU + and ED21 + double immunolabelling cells were not detected. In addition ,
stimulation of cells p roliferation correlated with activation of the innate immune system , i. e. microglial cells.
Interestingly , activation of both cell compartment s was inhibited by corticosteroid dexamethasone , but not by
indomethacin. Conclusions 　These findings suggest an int ricate interaction of phylogentically ancient cellular
processes of the innaimmune system and regeneration. Some TL R ligands might interfere the normal neurogenesis
in spinal cord and are thus valuable tools to develop pharmacological agent s to promote tissue repair.
Key words : neural progenitor cells ; Toll2like receptor ; proliferation ; microglia ; spinal cord
·231· 中国神经免疫学和神经病学杂志 2008 年 3 月第 15 卷第 2 期　Chin J Neuroimmunol & Neurol 2008 , Vol . 15 , No. 2
　　干细胞的存在能促进损伤组织的修复与再生。
神经干细胞是中枢神经系统 ( CNS) 中具有增殖和
分化功能的一种母细胞。长期以来 CNS 损伤与再
生一直是困扰人类健康的难题 ,血2脑脊液屏障
(BCB)的存在对 CNS 给药是一大挑战。研究证实
成体哺乳动物 CNS 的大部分区域存在类似干细胞
性质的神经前体细胞 ( neural p rogenitor cells ,
N PCs) ,系 CNS 内提供新细胞的源泉 ,为 CNS 功
能损伤治疗带来了希望[1 ] 。有研究报道 CNS 内的
各种微环境因素 ,包括各种细胞因子、趋化因子及
细胞间的相互作用等 ,对 N PCs 增殖均起着关键作
用[2 ] 。
　　Toll 样受体 ( TL R)是进化过程中形成的高度
保守的模式识别受体 ( PRRs) ,可识别病原微生物
的保 守 分 子 结 构 即 病 原 分 子 相 关 模 式
( PAMPs) [3 ] 。机体感染期间 ,不同 PAMPs 成为
“危险信号”,由特定 TL R 识别 ,如 TL R3 可识别
病毒双链 RNA ,多聚肌苷 ∶聚胞苷酸 ( Poly I ∶C)
为其人工合成的 RNA 配体 ; TL R4 主要识别脂多
糖 (L PS) ; R848 (imidazoquinoline) ,一种合成的
鸟嘌呤核苷酸类似物 ,可由 TL R7/ 8 识别。TL R
识别 PAMPs 后将启动机体的先天免疫反应 ,导致
炎性细胞因子、趋化因子、共刺激分子等多种效应
分子的表达[4 ] 。作者就 Poly I ∶C 及 R848 对大鼠
脊髓细胞活性的影响进行了研究。
1 　材料和方法
111 　动物和试剂 　R848 及 Poly I ∶C 购自 InVi2
vogen 公司 , BrdU (52bromo222deoxyuridine) 购自
Serva 公司 ,鼠单抗 ED21 和鼠单抗 BrdU 购自
Serotec公司。
112 　动物实验 　6～8 周龄雄性 Lewis 大鼠在标
准实验条件下饲养 ,自由进食。实验分 Poly I ∶C
组、R848 组和对照组 3 组 ,每组 3 只大鼠。给药后
脊髓内细胞随时间变化的实验中各时间点的动物
数均为 3 只。Poly I ∶C (按体重 5 mg/ kg) 、R848
(按体重 1 mg/ kg)单次腹腔注射 (ip) ,对照组单次
1 mL PBS ip ,注射后于不同时间点处死大鼠 ,观察
给药后脊髓内细胞随时间变化的情况。大鼠处死
前 2 d ,注射BrdU (按体重 50 mg/ kg ,ip) , 2 次/ d ,
共注射 2 d。处死时用乙醚麻醉 ,心脏灌注 4 %(质
量浓度)多聚甲醛 ( PFA) ,分离脊柱 , 于 4 % (质量
浓度) PFA 4 ℃下固定过夜后 ,将脊髓分成约 8 mm
长的节段 ,石蜡包埋后切片。于 Poly I ∶C 注射 2
h 后按体重注射地塞米松 5 mg/ kg、消炎痛 2 mg/
kg 以观察其对细胞活性的影响。
113 　免疫组化 　切片脱蜡 ,在沸柠檬酸盐缓冲液
内加热 15 min ,置于 1 % (体积分数) H2 O2 的甲醇
溶液 15 min ,滴加封闭血清后滴加一抗鼠单抗
ED21 (1 ∶100)和鼠单抗BrdU (1 ∶100) ,分别检测
激活的小胶质细胞及增殖细胞 ,于 37 ℃孵育 1～2
h ,PBS 洗 5 min ×3 次 ,滴加生物素标记的兔抗鼠
的二抗 (1 ∶400) ,于 37 ℃孵育 10～30 min , PBS
冲洗 ,滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液 ,于 37 ℃
孵育 10～30 min , PBS 冲洗 ,于 DAB 孵育 30 min
显色后 ,进行苏木紫复染。
114 　切片双染实验 　预处理同上述方法 (见
“113”) ,与相应的鼠单克隆抗体于 37 ℃孵育 1～2
h 后 ,滴加生物素标记的兔抗鼠 Ig G二抗 (1 ∶400)
孵育 30 min ,于由 TBS2BSA 液 1 ∶400 稀释的碱
性磷酸 (酯)酶2ABC 液中孵育 30 min ,加 Fast Blue
BB 盐底物液显色 ,于沸柠檬酸盐缓冲液内煮 15
min ,后续步骤见“113”所述内容 ,但不进行苏木紫
复染。其中结合 BrdU 的 N PCs 双染抗体为抗巢
蛋白抗体 (anti2nestin ,1 ∶500) ,结合 BrdU 的小胶
质细胞双染抗体为鼠单抗 ED21。
115 　统计学处理 　将染色的组织切片置光学显
微镜下观察 ,在 20 倍放大目镜下计数脊髓灰白质
及中央管的 BrdU 阳性 (BrdU + ) 细胞和脊髓切面
上所有 ED21 阳性 ( ED21 + )细胞。切片灰白质的面
积由软件 AxioVision L E Rel1411 ( Carl Zeiss
Vision Gmb H) 定量计算。结果表示 :脊髓灰白质
计数每 mm2 内阳性标记细胞数 ,中央管计数整个
切面 BrdU + 细胞数 ,均以均数 ±标准误 ( x ±sx ) 表
示。由 Grap h Pad Prism 410 软件 Dunnet t ’s
Multiple Comparison Test 进行统计学检验。
2 　结果
211 　Poly I∶C及 R848 诱导大鼠脊髓细胞的增殖
及其随时间变化情况 　BrdU 是胸腺嘧啶脱氧核
苷的类似物 ,能够整合到细胞复制期的 DNA 中 ,
经免疫组化技术可检测 BrdU + 的增殖细胞。注射
Poly I ∶C 与 R848 后 2 ～ 3 d ,大鼠脊髓灰质
BrdU + 细胞密度分别为 (64119 ±4104) / mm2 与
(72122 ±2180) / mm2 ,白质 BrdU + 细胞密度分别
为 (80167 ±3134) / mm2 与 (11112 ±7167) / mm2 ,
较正常对照组 [ 分别为 ( 7172 ±0184 ) / mm2 与
(9145 ±0183) / mm2 ]高 ,其差异有统计学意义 (均
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P < 0105) (表 1) 。细胞密度随即迅速下降至基线
水平。经免疫组化技术处理后镜下可见 BrdU + 细
胞遍布脊髓灰白质内 (图 1B) 。中央管 BrdU + 细
胞密度分别为 (1111 ±1168) / mm2 、(1168 ±01 76) /
mm
2
,较正常对照组 [ (1110 ±0140) / mm2 ]无明显 增加。脊髓中央管细胞被认为是 N PCs[ 5 ] ,此实验中各组均可见增殖的室管膜细胞 (图 1C ,1D) 。此外 ,通过 Nestin 与 BrdU 双染检测增殖的 N PCs ,可见 BrdU + / Nestin + 细胞存在 (图 1 E) 。
表 1 　注射 Poly I ∶C 和 R848 后脑灰白质中 BrdU + 细胞数/ mm2 的变化
Table 1 　Changes in BrdU + cell density after injection of Poly I ∶C or R848
( x ±sx ,Cells/ mm2 )
Group Days after injection ( t/ d)　2～3 　　　　　3～4 　　　　4～5 　　　　5～6 　　　　6～7 　　　　8～9 　　　　18～19
Poly I ∶C White mat ter 80167 ±3134 3 5174 ±1157 71 11 ±11 78 31 29 ±0163
Grey matter 64119 ±4104 △ 5180 ±1164 41 96 ±11 35 11 76 ±0147
R848 White mat ter 11112 ±7167 3 10125 ±2112 3126 ±0168 3147 ±0157 2139 ±11 12
Grey matter 72122 ±2180 △ 6103 ±1148 3143 ±0189 2172 ±0160 2145 ±01 99
Cont rol White mat ter 9145 ±1183
Grey matter 7172 ±0184
　3 P < 01 05 compared wit h BrdU + cell density in white matter of cont rol group ; △P < 0105 compared wit h BrdU + cell density in grey
matter of cont rol group
212 　注射 R848 或 Poly I ∶C 后小胶质细胞的活
化 　典型的 ED21 + 活化小胶质细胞如图 2B 与图
2C 所示。正常对照组 ED21 + 细胞数为 ( 0191 ±
0124) / mm2 ; Poly I ∶C 组注射后第 4 天 ED21 + 细
胞数明显上升为 (9101 ±0199) / mm2 ,第 6 天为
(5120 ±0135) / mm2 (图 3A) ,与对照组相比差异 有统计学意义 (均 P < 0105) ; R848 组 (图 3B)ED21 + 细胞数第 4 天达最高值 [ ( 311 ±0135) /mm2 ] , 第 5 天有所下降[ (214 ±0125) / mm2 ] ,与对照组相比差异有统计学意义 (均 P < 0105) ,第 6天降至对照组水平。实验中未见 ED21 + / BrdU +细胞存在。
　图 3 　注射 R848 及 Poly I ∶C 后 ED21 + 细胞的变化
A : 注射 Poly I ∶C 后 ,ED21 + 细胞数于第 4 天显著上升 ,第 6 天与对照组的差异依然存在 , 第 7 天降至对照组水平。
B : 注射 R848 后 ,ED21 + 细胞数于第 4 天达最高值 ,第 5 天与对照组的差异依然存在 ,第 6 天降至对照组水平。
　Fig 3 　Transient spinal cord microglial cell activation after Poly I ∶C or R848 injection
A :At day 4 after Poly I ∶C injection , a remarkable increase in ED21 + cells could be observed1 This microglial cell activation per2
sistent until Day 6 pi but t hen subsided until day 7 pi , when ED21 + cell numbers declined to baseline levels
B : Similarly , in spinal cords of R848 t reated rat s , t he density of ED21 + microglia reached a maximum at Day 4 and t hen declined
to baseline levels by day 61 Error bars represent x ±sx of ED21 + cells per square millimeter of each total spinal cord section3 P < 01 05 Compared wit h cont rol
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213 　注射 Poly I∶C后地塞米松与消炎痛对细胞
增殖及小胶质细胞活性的影响 　Poly I ∶C 注射
后第 2～3 天 ,地塞米松组 BrdU + 细胞明显减少 ,
而消炎痛组未见此现象。Poly I ∶C 注射后第 4
天 ,地塞米松组可见 ED21 + 细胞显著减少 ,消炎痛
组亦未见此现象 (图 4) 。
　图 4 　地塞米松与消炎痛对 BrdU + 与 ED21 + 细胞活性的影响
A : Poly I ∶C 注射后的第 4 天 , ED21 + 细胞数显著上升 ,注射地塞米松后 ED21 + 细胞活性几乎完全被抑制 ,而消炎痛对 ED21 + 活
性无任何影响
B :BrdU + 细胞的活性对地塞米松也相当敏感 ,而对消炎痛的存在无明显反应
　Fig 4 　Inhibition of cell proliferation and microglia activation after Poly I ∶C injection by dexamet hasone but not by indomet hacin1 Dexa2
met hasone (5 mg/ kg) or indomet hacin (2 mg/ kg) were injected 2 h after poly I ∶C administ ration
A : At Day 4 after Poly I ∶C injection , a remarkable decrease in ED21 + cells could be observed in dexamet hasone t reated group but
not in indomet hacin t reated group
B :Similarly , at Days 223 post Poly I ∶C injection , a remarkable decrease in BrdU + cells could be observed in dexamet hasone t rea2
ted group but not in indomet hacin t reated group1 Error bars represent x ±sx2of ED21 + cells per square millimeter of each total spi2
nal cord section3 P < 0105 Compared wit h cont rol
3 　讨论
　　此研究中观察到 R848 及 Poly I ∶C 经外周给
药后可引起脊髓细胞一过性增殖。这些增殖的细
胞很明显为非小胶质细胞源性细胞 ,BrdU + / Nes2
tin + 细胞的存在提示了 N PCs 的增殖。脊髓内存
在 N PCs ,生理状态的脊髓内增殖细胞仅占很小部
分[6 ] ,此研究也见少量的 BrdU + 细胞存在于对照
组脊髓内。某些条件下如创伤、感染及自身免疫损
伤等情况即可引起增殖细胞的剧增 ,其机制至今未
明。CNS 微环境的一些因子 ,如表皮生长因子
( EGF) 、成纤维生长因子 ( F GF) 、脑源性神经营
养 因 子 ( brain2derived neurot rop hic factor ,
BDN F) 及某些炎性细胞因子与细胞黏附分子也可
影响 N PCs 的增殖与分化[ 7 ] 。
　　TL R 是进化中形成的保守 PRRs ,通过识别不
同的 TL R 配体来启动机体的先天免疫反应 ,引起
炎性细胞因子、趋化因子、共刺激分子及多重效应
分子等的表达。有研究结果显示 ,外周给药后 ,
L PS 可引起 IL26、TN F2α、IFN2γ、IL21β、诱生型一
氧化氮合成酶 (iNOS) 等的表达[8 ] 。外周细胞因子
可通过不同途径经BCB 或信号分子来发挥对 CNS
的作用[8 ] ,有证据表明感染期间活化的巨噬细胞与
单核细胞释放的前炎性因子也存在于 CNS ,而且
外周细胞因子可引起大脑细胞因子的合成[ 9 ] 。因
此 ,外周给药后 , R848 及 Poly I ∶C 被 TL R 识别
后可能通过不同的周围/ 中枢细胞因子直接或间接
作用于 N PCs ,最终引起 N PCs 的增殖。
　　同时 ,此研究也观察到小胶质细胞的活化。小
胶质细胞是 CNS 内的单核吞噬细胞群 ,引起小胶
质细胞活化的因素有 :L PS、iNOS 及炎性细胞因子
如 TN F2α、IL21、IL26 等。一方面 , TL R 识别配体
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后引起多种效应因子的表达可活化小胶质细胞 ;另
一方面 ,活化的小胶质细胞也可产生一系列细胞因
子、细胞黏附分子及趋化因子可进一步激活小胶质
细胞。L PS 已被广泛用于体内外激活小胶质细胞
的研究 , 经 L PS 刺激后小胶质细胞分泌BDN F、神
经生长因子 (N GF )及神经营养因子 3 (N T23)的量
增加[ 8 ] 。值得注意的是 , 能透过 BCB 的消炎痛对
Poly I ∶C 引起的细胞增殖及小胶质细胞活性无任
何影响 ,提示环氧合酶系统在此过程中可能不起作
用。然而 ,细胞活性对地塞米松却相当敏感 ,有报
道称糖皮质激素对神经元生成有抑制作用 ,切除肾
上腺可促进 N PCs 增生 ,给予糖皮质激素则可拮抗
这种作用 ,但其机制尚不清楚。
　　总之 ,Poly I ∶C 及 R848 经 TL R 识别后可能
参与脊髓内正常神经细胞的发生过程 ,提示炎性及
再生修复过程紧密相关 ,对开发促进组织再生修复
的药物 ,尤其对 CNS 疾病的药物筛选平台可能具
有重要意义。
(此文图 1 ,2 见插页 Ⅲ)
参考文献 :
[ 1 ] Peterson DA. Stem cell therapy for neurological dis2
ease and injury[J ] . Panminerva Medica ,2004 ,46 (1) :
75280.
[ 2 ] Markakis EA , Palmer TD , Randolph2Moore L , et al .
Novel neuronal phenotypes f rom neural progenitor
cells[J ] . J Neurosci , 2004 ,24 (12) :288622897.
[ 3 ] Beutler B. Inferences , questions and possibilities in
Toll2like receptor signalling [ J ] . Nature , 2004 , 430
(6996) :2572263.
[ 4 ] Akira S , Takeda K. Toll2like receptor signaling [J ] .
Nat Rev Immunol ,2004 ,4 (7) :4992511.
[ 5 ] Johansson CB , Momma S , Clarke DL , et al . Identifi2
cation of a neural stem cell in the adult mammalian
central nervous system[J ] . Cell ,1999 ,96 (1) :25234.
[ 6 ] Horner PJ , Power A E , Kempermann G. , et al . Pro2
liferation and differentiation of progenitor cells
throughout the intact adult rat spinal cord[J ] . J Neu2
rosi ,2000 ,20 (6) :221822228.
[ 7 ] Monje ML , Mizumatsu S , Fike J R , et al . Irradiation
induces neural precursor2cell dysfunction [ J ] . Nat
Med ,2002 , 8 (9) :9552962.
[ 8 ] Dantzer R. Cytokines2induced sickness behavior :
Where do we stand ? [J ] . Brain Behav Immun ,2001 ,
15 (1) :7224.
[ 9 ] Monje ML , Toda H , Palmer TD. Inflammatory
blockade restores adult hippocampal neurogenesis[J ] .
Science , 2003 , 302 (5651) :176021765.
　　(上接第 102 页)
N GF 等生长因子则是神经干细胞增殖和分化的促
进因子 ,在神经生长和修复中具重要作用。Semk2
ova 等[6 ]研究发现 ,在损伤脑组织中反应性增生的
星形胶质细胞的 N GF mRNA 和 N GF 合成增加 ,
可能与内源性修复机制有关。
　　此外 , GFA P 大量堆积、过度胶质化可能形成
机械屏障而阻碍髓鞘和轴索再生 ,影响神经组织修
复和功能恢复 ,因而控制星形胶质细胞活化及
GFA P 表达 ,对 EA E 损伤修复同样具重要意义。
(此文图 1～3 见插页 Ⅱ)
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